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Streszczenie
Wstęp: W jednostkach polskiej służby krwi badania przeglądowe technikami biologii moleku-
larnej (NAT) w kierunku zakażeń HCV, HIV i HBV są wykonywane w pojedynczych dona-
cjach lub w pulach po 6 donacji. Celem tego typu badań jest identyfikacja zakażonych dawców,
gdy nieobecne są markery serologiczne — w szczególności we wczesnym okresie zakażenia.
Dotychczas pule osocza do badań NAT były przygotowywane tylko z donacji seronegatywnych
i z wynikami aktywności aminotransferazy alaninowej AlAT w granicach normy. Celem
prezentowanej pracy była analiza badań NAT w pulach od kolejnych dawców bez względu na
wyniki badań serologicznych, ze szczególnym uwzględnieniem częstości wyników niepotwier-
dzających się, zużycia odczynników oraz czasu potrzebnego do zwolnienia donacji.
Materiał i metody: W okresie od 19 sierpnia 2008 roku do 28 lutego 2009 roku przebadano
22 794 (3799 pul) donacji ujemnych w serologicznych badaniach przeglądowych oraz z AlAT
w granicach normy (algorytm 1). Kolejne 6264 próbki (1044 pule) badano równolegle metoda-
mi serologicznymi oraz NAT (algorytm 2). W obu przypadkach badania NAT wykonywano
w pulach osocza po 6 donacji testem Cobas TaqScreen MPX, stosując system cobas s 201.
Wyniki: W badaniach przeprowadzonych równolegle metodami serologicznymi i NAT uzy-
skano 12 pul dodatnich na 1044 przebadane pule (1,1%). Wszystkie pozytywne próbki pocho-
dziły od dawców pierwszorazowych, u których jednocześnie wykryto markery serologiczne.
W pozostałych próbkach, dla których otrzymano wyniki dodatnie testów serologicznych
(6 HBsAg, 11 anty-HCV, 3 HIV Ag/Ab) lub, w których stwierdzono aktywność AlAT powyżej
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normy (n = 105), nie wykryto markerów molekularnych. W analizowanym okresie nie ziden-
tyfikowano u żadnego dawcy zakażenia w tak zwanym okienku serologicznym HCV, HBV,
HIV ani ukrytego zakażenia.
Wnioski: Prowadzenie badań wedug algorytmu 2 nie spowodowało statystycznie istotnego
zwiększenia wyników niepowtarzalnie dodatnich NAT w porównaniu z okresem, w którym
wykonywano te badania za pomocą algorytmu 1, jednak zużyto około 12,7% odczynników
więcej. Dla jednostki służby krwi wydatki zwolnienia donacji nie uległy zwiększeniu, gdyż
całkowite koszty odczynników pokrywał dostawca. Zastosowanie algorytmu 2 umożliwiało
znaczne skrócenie czasu zwalniania większości donacji.
Słowa kluczowe: dawca krwi, donacja, pule osocza, markery serologiczne, badania technikami
biologii molekularnej (NAT), RNA HCV, RNA HIV, DNA HBV
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Summary
Background: In Polish Blood Banks molecular biology techniques (NAT) for testing hepati-
tis B virus (HBV), hepatitis C virus (HCV) and human immunodeficiency virus (HIV) are
performed either in individual blood donations or in six-donation pools. The aim of such
screening is to identify infected donors when serological markers cannot yet be detected, espe-
cially in the early infection period. Until now, pooled plasma samples for NAT testing were
prepared only from sero-negative donations with AlAT values within normal range. The aim
of this study was to analyze NAT testing in consecutive donor pools regardless of the serological
test results. Special emphasis was put on the frequency of non-confirmed results, the reagents
consumption as well as time required for donation release.
Material and methods: Within the six-month period (19.08.2008 to 28.02.2009), we tested
22,794 donations (3799 pools) negative in serological screening tests; AlAT values within
normal range (algorithm 1). Another 6,264 samples (1044 pools) were tested simultaneously
with serological methods and NAT techniques (algorithm 2). In both algorithms, NAT analy-
ses were performed in six-donation plasma pools using the Cobas TaqScreen MPX in the
cobas s 201 system.
Results: Twenty positive pools were found in the 1044 (1.1%) donation-pools tested simulta-
neously by NAT and serological methods. All NAT positive samples were detected in first time
donors with positive results of serological markers. In the remaining samples, no molecular
markers were detected either in sero positive (6 HBsAg, 11 anti-HCV, 3 HIV Ag/Ab) samples
or in samples with AlAT values above reference range (n = 105). No donors within serological
window for HCV, HBV, HIV or with occult infection were identified in this study period.
Conclusions: Testing/screening performed according to algorithm 2 demonstrated no statis-
tically significant increase of unrepeatable NAT positive results as compared to the period
when testing/screening was performed according to algorithm 1, however more reagents were
used (by about 12.7 %). The entire costs of reagents were covered by the Supplier therefore the
blood bank expenditures for donation release did not increase and algorithm 2 allowed for
accelerated release of most donations.
Key words: blood donors, donation, pooled plasma samples, serological markers, nucleic
acid testing (NAT), RNA HCV, RNA HIV, DNA HBV
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Wstęp
W jednostkach organizacyjnych polskiej służ-
by krwi badania przeglądowe technikami biologii
molekularnej (NAT, nucleic acid tests) na obecność
RNA HCV, RNA HIV i DNA HBV mogą być wyko-
nywane w zlanych w pule próbkach od wielu daw-
ców lub w pojedynczych donacjach [1]. Badania
w pojedynczych donacjach można wykonywać u ko-
lejnych dawców, bez względu na wyniki serologicz-
nych badań przeglądowych i wyniki aktywności
aminotransferazy alaninowej (AlAT, alanine amino-
transferase). Badania w „pulach” osocza przeprowa-
dza się dopiero po uzyskaniu wyników badań testa-
mi serologicznymi wykrywającymi przeciwciała
anty-HCV, HIV Ag/Ab, antygen HBs, kiłę i AlAT,
a w „pule” łączy się tylko donacje z ujemnymi wy-
nikami badania tych markerów. Algorytm ów wpro-
wadzono ze względu na to, że prawdopodobieństwo
wykrycia markerów metodami molekularnymi
w donacjach seropozytywnych lub tych z podwyż-
szoną aktywnością AlAT jest wyższe niż w dona-
cjach bez tych markerów [2–4]. Taka procedura
została przyjęta w czasie, gdy pule przygotowywa-
no z 48 (2001–2004), a potem z 24 donacji (2004–
–2005). Przyjęty algorytm zakłada, że po uzyskaniu
dodatniego wyniku NAT w puli należy wstrzymać
wszystkie wchodzące w jej skład donacje, aż do
wyjaśnienia, która z nich zawiera materiał genetycz-
ny wirusa/ów.
Częstość wykrywania markerów serologicz-
nych u dawców w Regionalnym Centrum Krwio-
dawstwa i Krwiolecznictwa (RCKiK) w Gdańsku
w roku 2008 wynosiła ogółem 0,342%, w tym u daw-
ców pierwszorazowych — 0,887%, a dla dawców wie-
lokrotnych — 0,017% (tab. 1). Częstości te należą
do jednych z najniższych w Polsce [5–7]. Z tego
względu uznano za zasadne przeanalizowanie możli-
wości wykonywania badań NAT w zlanych w pule po
6 próbek od kolejnych dawców, bez względu na wyni-
ki badań serologicznych. W pracy przeanalizowano:
— czy przyjęty algorytm wpłynie na częstość wy-
ników niepotwierdzających się;
— w jakim stopniu zwiększy się zużycie odczyn-
ników;
— czy i w jakim stopniu nowy algorytm przyspie-
szy wydawanie wyników i zwalnianie donacji do
użytku.
Materiał i metody
W okresie od 19 sierpnia 2008 roku do 28 lutego
2009 roku badania NAT przeprowadzano w RCKiK,
stosując dwa algorytmy badań:
— w części donacji wykonywano badania serolo-
giczne, a po uzyskaniu wyników przystępowa-
no do badań molekularnych, analizując obec-
ność materiału genetycznego HCV, HBV i HIV
w zlanych w pule próbkach osocza bez marke-
rów serologicznych;
— w pozostałych badania NAT wykonywano w zla-
nych w pule po 6 próbek od kolejnych dawców.
Badania przy użyciu algorytmu 2 nastawiano
dwa razy w tygodniu — w środę i w piątek. Przeba-
dano 6264 donacji pozyskanych od dawców pierw-
szorazowych (21%) i wielokrotnych (79%), co sta-
nowiło 27% z 29 058 donacji pobranych w tym okre-
sie. Każdego dnia rano rozpoczynano analizę 108
próbek (18 pul) pobranych od dawców w dniu po-
przednim.
Wszystkie badania NAT wykonywano w pulach
osocza składających się z 6 donacji testem Cobas
TaqScreen MPX wykrywającym HIV-1 grupa M,
HIV-1 grupa O, HIV-2, HCV i HBV. Badania prze-
prowadzono na automatycznym systemie cobas s
201 zgodnie z procedurą podaną przez producenta
[8]. Badania identyfikacji i weryfikacyjne wykony-
wano w laboratorium referencyjnym Instytutu He-
matologii i Transfuzjologii.
Wyniki
Częstość wykrywania materiału
genetycznego HCV, HBV i HIV w trakcie
badania próbek z użyciem algorytmu 2
Wyniki badań prowadzonych według algoryt-
mów 1 i 2 przedstawiono w tabeli 2.
Wyniki dodatnie uzyskano dla 12 pul, co sta-
nowi 1,1% z 1044 pul przebadanych zgodnie z algo-
rytmem 2. Badanie identyfikacji dodatniej donacji
w puli przeprowadzano tego samego dnia w godzi-
nach popołudniowych bez nadzoru operatora, wy-
korzystując pełną automatyzację systemu cobas s
201. Wyniki odczytywano następnego dnia rano.
Donacje ujemne (60) wchodzące w skład reaktyw-
Tabela 1. Częstość wykrycia markerów serologicznych
u dawców w RCKiK w Gdańsku (2008 r.)
Table 1. Frequency of serological marker detection
in donors in RCKiK, Gdansk (2008)
Dawcy HBsAg anty-HCV HIV Ag/Ab
Wszyscy 0,258% 0,073% 0,011%
Pierwszorazowi 0,690% 0,197% 0,000%
Wielokrotni 0,000% 0,000% 0,017%
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nych pul zwalniano, a dodatnie (12) dyskwalifiko-
wano. Wszystkie pozytywne próbki w badaniu NAT
pochodziły od dawców pierwszorazowych, u których
jednocześnie wykryto markery serologiczne:
9 HBsAg, 3 anty-HCV. W pierwszej próbce DNA
HBV dodatniej wykryto również przeciwciała anty-
-HCV. Wyniki te zostały zweryfikowane i potwier-
dzone w laboratorium referencyjnym (tab. 3).
W pozostałych 6252 donacjach badanych zgod-
nie z algorytmem 2 nie wykryto materiału genetycz-
nego wirusów. Wyniki wykonanych równolegle ba-
dań serologicznych i badań aktywności AlAT wy-
kazały w 6 próbkach obecność HBsAg, w 11
anty-HCV, w 3 HIV Ag/Ab, a w 105 próbkach ak-
tywność AlAT powyżej normy. Wszystkie badane
próbki uzyskały ujemne wyniki w teście przeglądo-
wym w kierunku zakażenia kiłą. Łącznie dodatko-
wo przebadano 125 donacji oraz 12 donacji (12 pul)
reaktywnych w NAT jednocześnie dodatnich w ba-
daniach immunoenzymatycznych. Do identyfikacji
tych ostatnich zużyto 144 testy w trakcie rozpulo-
wywania. Zużyto zatem (177/1392) 12,7% testów
więcej niż gdyby stosowano algorytm 1. Całkowita
liczba testów zawierała oznaczenia kontroli niezbęd-
nych do przeprowadzenia badań.
Wyniki badań weryfikacyjnych prowadzonych
w RCKiK lub/i w IHiT nie potwierdziły obecności
wirusów HBV, HCV, HIV (tab. 4).
Analiza częstości wyników fałszywie
pozytywnych w teście Cobas TaqScreen
MPX podczas pracy z zastosowaniem
algorytmu 1 i 2
W 2008 roku podczas badań NAT donacji bez
markerów serologicznych częstość wyników fałszy-
wie pozytywnych wynosiła 0,11% (13 pul na 11 423
przebadane pule) (tab. 5). Natomiast w donacjach
badanych równolegle z markerami serologicznymi
uzyskano początkowo reaktywny wynik NAT dla
3 pul, co stanowi 0,29% przebadanych pul.
Przeprowadzono analizę statystyczną różnic
częstości występowania wyników początkowo dodat-
nich, a niepotwierdzonych w pojedynczych dona-
cjach. W analizie przeprowadzonej testem c2 uzyska-
no wartość: 1,249 (p = 0,2637), co wskazuje na brak
istotności statystycznej obserwowanych różnic.
Tabela 2. Wyniki badań z zastosowaniem algorytmu 1 i 2
Table 2. Results obtained with algorithm 1 and 2
Algorytm 1 Algorytm 2
Badania markerów molekularnych Badania markerów serologicznych
wykonywane po badaniach markerów i AlAT oraz badania molekularne
serologicznych i AlAT wykonywane równolegle
Liczba zbadanych donacji: 22 794 6264
— pierwszorazowych 4787 1315
— wielokrotnych 18 007 4949
Liczba puli zbadanych 3799 1044
Liczba puli NAT-dodatnich, w tym: 0 (0,0%) 12 (1,1%)
— donacji NAT-dodatnich 0 12
— donacji NAT-ujemnych 22 794 6252
AlAT — aminotransferaza alaninowa; NAT — techniki biologii molekularnej
Tabela 3. Wyniki przeglądowych badań serologicznych i badań weryfikacyjnych w próbkach NAT-dodatnich
Table 3. Results of serological screening tests and confirmation tests of NAT-positive samples
Liczba donacji NAT (+) Wyniki testu przeglądowego Badania weryfikacyjne
— metoda serologiczna w IHiT
HBsAg+ anty-HCV+
9 9 Wykryto 9 DNA HBV*
3 3 Wykryto 3 RNA HCV
*w jednej próbce wykryto anty-HCV; w laboratorium referencyjnym nie wykryto w niej RNA HCV; IHiT — Instytut Hematologii i Transfuzjologii; NAT — techniki
biologii molekularnej
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Analiza czasu trwania badań
za pomocą algorytmu 1 i 2
Wyniki badań przeprowadzanych według algo-
rytmu 2 otrzymywano tego samego dnia, po 6 godzi-
nach. Krew i jej składniki z wynikami ujemnymi NAT
i pozostałych markerów dopuszczano do lecznictwa
do godz. 15.00. Czas zwolnienia ujemnych donacji
wynosił około 24 godziny od momentu pobrania.
Badania prowadzone według dotychczas stoso-
wanego algorytmu 1 pozwalały na zwalnianie dona-
cji od dawców bez markerów serologicznych po
około 42 godzinach od pobrania, na przykład dona-
cje pobierane we wtorek były zwalniane w czwar-
tek rano.
Dyskusja
Badania NAT w puli po 6 donacji wykonywane
równolegle z badaniami markerów serologicznych
umożliwiają szybsze dopuszczenie krwi i jej skład-
ników do krwiolecznictwa. Czas zwolnienia ujem-
nych donacji skrócił się o kilkanaście godzin
Tabela 4. Analiza wyników badań weryfikacyjnych (molekularnych i serologicznych) próbek, w których
w RCKiK wykryto markery serologiczne, a nie wykryto materiału genetycznego HCV, HBV i HIV testem Cobas
TaqScreen MPX
Table 4. Analyses of confirmed test results (molecular and serological) in samples with detected serological
markers but with no positive results for HCV, HBV and HIV obtained with Cobas TaqScreen MPX test in the
RCKiK
Liczba próbek Wynik powtórnego Badanie weryfikacyjne dla wyników RR
z dodatnim testu przeglądowego —
wynikiem testu metoda serologiczna
przeglądowego
(IR) — metoda
serologiczna
Dodatni/ Ujemny/ RCKiK IHiT
dodatni (RR) ujemny
Wynik Wynik Wynik Wynik
badania NAT testu testu testu
w pojedynczej uzupełniającego NAT uzupełniającego
próbce lub  lub
potwierdzenia potwierdzenia
11 próbek 11 0 10 — TaqScreen Nie badano 10 RNA HCV 7 — wynik
anty-HCV + MPX — ujemny — nie badano ujemny w RIBA
3 — wynik
wątpliwy w RIBA
1 — nie badano; Nie badano 1 RNA HCV — 1 — wynik
przesłano do IHiT nie wykryto ujemny w RIBA
6 próbek 2 4 2 — TaqScreen 2 — wynik Nie badano Nie badano
HBsAg + MPX — ujemny  ujemny
3 próbki 2 1 Nie badano Nie badano 2 — RNA HIV 2 — ujemne
Anty-HIV + nie wykryto w WB
IR (initial reaction) — wstępnie reaktywny; RR (repeat reaction) — powtórnie aktywny; RCKiK — Regionalne Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa;
IHiT — Instytut Hematologii i Transfuzjologii; NAT — techniki biologii molekularnej; RIBA — recombinant immunoblot assay; WB — Western blot
Tabela 5. Częstość wyników fałszywie reaktywnych w teście Cobas TaqScreen MPX w badaniach puli po 6 do-
nacji z użyciem algorytmu 1 i 2
Table 5. The frequency of false positive results with Cobas TaqScreen MPX performed in pooled samples of 6
donations according to algorithm 1 and 2
Algorytm Okres badań w 2008 roku Liczba przebadanych puli Liczba (odsetek) puli z wynikami
 niepowtarzającymi się
1 12 miesięcy 11 423 13 (0,11)
2 6 miesięcy 1044 3 (0,29)
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(ok. 18), co miało szczególne znaczenie dla przygo-
towania koncentratów krwinek płytkowych.
W analizowanej grupie dla 60 donacji ujemnych
z 6264 przebadanych (0,96%) nie osiągnięto skró-
cenia czasu zwolnienia w porównaniu do algorytmu
1 stosowanego dotychczas. Pozostałe 6204 (99,04%)
ujemne donacje zostały zwolnione wcześniej
— ponieważ z rozpoczęciem ich badań techniką
NAT nie czekano na uzyskanie wyników badania-
mi serologicznymi.
Liczba wyników reaktywnych w badaniu NAT
prowadzonym według analizowanego przez autor-
ki pracy algorytmu 2 jest uzależniona od częstości
występowania markerów serologicznych wśród
dawców pierwszorazowych. W ostatnich latach ob-
serwuje się spadek częstości wykrywania marke-
rów serologicznych, co powinno wpłynąć na zmniej-
szenie liczby pul wstępnie reaktywnych w przyszło-
ści [5, 6].
W analizowanym okresie nie wykryto u żadne-
go dawcy zakażenia w tak zwanym okienku serolo-
gicznym HCV, HBV lub HIV ani ukrytego zakaże-
nia. Jest to związane z niskim odsetkiem takich daw-
ców w naszym regionie. W dotychczasowych
badaniach NAT prowadzonych przez Pracownię
Biologii Molekularnej RCKiK Gdańsk w donacjach
bez markerów serologicznych wykryto wirusowy
materiał genetyczny w 4 próbkach na 140 000 prze-
badanych donacji (23 333 pule). Częstość dodatnich
wyników NAT w latach 2007–2008 wynosiła dla
HBV 1/70 000, HCV 1/70 000, nie zidentyfikowano
dawcy zakażonego HIV. Liczba zakażeń HBV
i HIV jest niższa niż w innych krajach, na przykład
w Tajlandii, gdzie częstość wykrywania wirusów
HIV-1, HCV, HBV metodami NAT wynosiła odpo-
wiednio: 1:97 000, 1:49 0000 i 1:2 800 [9].
Częstość wyników NAT niepowtarzalnie reak-
tywnych w badaniu dawców bez markerów serolo-
gicznych odpowiada częstości uzyskanej przez pro-
ducenta podczas badań klinicznych swoistości sto-
sowanego testu (0,12%) [8]. Dane te są zgodne
z wynikami uzyskanymi przez innych autorów
(0,10%) [9]. W badaniach prowadzonych z użyciem
nowego, analizowanego w tej pracy algorytmu za-
obserwowano dwukrotny wzrost częstości wyników
fałszywie pozytywnych w porównaniu z badaniami
donacji od dawców bez markerów serologicznych
uzyskanej w 2008 roku. Wymienione różnice pomię-
dzy analizowanymi algorytmami 1 i 2 nie były jed-
nak istotne statystycznie.
Badania NAT w donacjach z ujemnymi wyni-
kami markerów serologicznych stosowano dotych-
czas w przypadku dużych pul, jak 24, 48 czy 96 [10].
Ewentualny wynik pozytywny wiązał się z wykona-
niem dodatkowych badań w minipulach, a następ-
nie w pojedynczych donacjach wchodzących w skład
pozytywnej minipuli. Czas przeprowadzenia proce-
su identyfikacji pozytywnej donacji składającej się
z 24 próbek trwał do 48 godzin i powodował zatrzy-
manie 23 donacji ujemnych wchodzących w skład
puli głównej. Obecnie, gdy badania prowadzone są
w puli z 6 donacji i po otrzymaniu wyniku reaktyw-
nego dla puli, od razu wykonuje się badania poje-
dynczych próbek, czas zwolnienia donacji ujemnych
wchodzących w jej skład nie ulega wydłużeniu.
Zwiększone zużycie odczynników (12,7%) spo-
wodowane wykonywaniem badań równoległych
oraz dodatkowymi badaniami koniecznymi dla iden-
tyfikacji próbek reaktywnych nie miało wpływu na
koszt zwolnienia donacji. Umowa zawarta z do-
stawcą odczynników przewiduje cenę tylko za zwol-
nioną donację bez względu na liczbę wykonanych
oznaczeń dla uzyskania ostatecznego wyniku.
W innych RCKiK, w których częściej wykry-
wa się wirusy HCV, HBV czy HIV ten odsetek może
ulec zwiększeniu. Podobnie zmiana przeglądowych
testów immunoenzymatycznych może zarówno
wpłynąć na zwiększenie zużycia odczynników, jak
i ich zmniejszenie.
Badania technikami biologii molekularnej
w pulach po 6 donacji mogą być wykonywane bez
względu na wyniki serologicznych badań przeglą-
dowych i wyniki AlAT w rutynowych badaniach
dawców krwi. Zastosowanie tego typu algorytmu
nie zmienia sposobu weryfikacji próbek powtarzal-
nie seropozytywnych.
Specjalne podziękowania dla prof. dr hab.
n. med. Ewy Brojer za pomoc w przygotowaniu ni-
niejszego artykułu.
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